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論文内容の要旨
[目的]
血管内皮細胞の障害は動脈硬化の増悪をもたらし、種々の血管病態に深く関与する。従って、血管内皮細胞の保護・
再生療法はこれらの病態に対して有効であると考えられるが、我々は増殖因子、特に肝細胞増殖因子 (Hepatocyte
Growth Factor、以下 HGF) にその可能性を見出し血管内皮細胞における作用の検討を行った。本研究において、既
に報告してきた HGF の血管内皮細胞増殖作用に加えて、血管内皮細胞保護効果を細胞死、特にアポトーシスを指標
として検討を行い、さらにそのメカニズム解明として、細胞内情報伝達系の ERK、Akt および STAT3 の解析を行つ
。
た
[方法ならびに成績]
ヒト大動脈由来血管内皮細胞を用いて、第 4・9 継代のものを使用した。
HGF の血管内皮細胞における細胞死抑制作用を検討するために、核染色の Hoechst33342 と PI の 2 重染色像にて
観察した。培養液中の血清除去により、核の凝集を伴うアボトーシス細胞および細胞全体が PI により赤色に染色さ
れたネクローシス細胞の両者の増加が確認されたが、リコンビナント HGF (100 ng/ml)を添加しておくことにより
アポトーシスおよびネクローシスの両者が抑制された。同様に細胞死の指標として培養上清中の LDH release を調べ
たところ、血清除去により有意な上昇を示したが、同時にリコンビナント HGF (100 ng/ml)を添加することにより
抑制された。
次に細胞内情報伝達系の解析として、リン酸化特異的抗体を用いて ERK、Akt および STAT3 のリン酸化を western
blot を用いて検討した。血管内皮細胞にリコンビナント HGF (100 ng/ml)を添加することにより ERK、Akt およ
び STAT3 (Ser) はそれぞれ刺激後 5 分後でリン酸化が観察されたが、この細胞においては STAT3 (Tyr) のリン酸
化は確認できなかった。
そこで、これらのキナーゼの役割を調べるためにそれぞれの特異的な阻害剤を用いて検討を行った。チミジンの取
り込みを用いた DNA合成能の検討では、血管内皮細胞にリコンビナント HGF (100 ng/ml)を添加することにより
有意に増加したが、 MEK 阻害剤 (PD9805930μg/ml)の前投与、すなわち ERK の活性化を阻害することによりほ
ぼ完全に抑制された。興味深いことに、 STAT3 (Ser) のリン酸化も MEK 阻害薬によりほぼ完全に抑制された。さ
らに、癌遺伝子のひとつで、ある c合s の promotor 領域の転写活性を luciferase 活性を用いて調べたところ、 DNA 合
成能と同様にリコンビナント HGF (100 ng/ml)を添加することによる活性の増加は MEK 阻害剤の前投与によりほ
ぼ完全に抑制された。つまり、この細胞においては ERK は STAT3 の活性化も制御しながら細胞増殖能に最も重要な
情報伝達系であることが示唆された。
一方、 PI3 kinase 阻害剤の前投与 (wortmannnin 100 nM & L Y294002 50μM) 、すなわちAkt の活性化を阻
害しても HGF による DNA 合成の増加は抑制されなかった。しかし、細胞死に関してアボトーシスの keyenzyme
である caspase3 の活性化を検討したところ、サイトカインのひとつである Tumor N ecrosis Factor- α(腫蕩壊死因
子)の添加による caspase3 活性の上昇はリコンビナント HGF 添加によって有意に減少したが、 PI3 kinase 阻害剤
の前投与により有意に抑制された。つまり、抗アポトーシス作用においては PI3-Akt pathway が重要な役割を占めて
いることが示唆された。
[総括]
HGF は血管内皮細胞においても ERK、Akt、 STAT3 などのキナーゼを活性化することにより多彩な作用を有し、
既に報告されている VEGF と同様の作用及び情報伝達系を有することが確認された。その中で、細胞増殖能において
は ERK の活性化が、抗アポトーシス作用においてはAkt の活性化が重要な役割を占めていることが示唆された。将
来的な心血管病変に対する血管内皮再生療法あるいは血管新生療法などにおいて、 HGF を用いた有効な治療法が期
待できると考える。
論文審査の結果の要旨
血管内皮細胞の傷害・機能低下は高血圧、糖尿病、高脂血症などの生活習慣病患者で高頻度に認められ、動脈硬化
の初期段階として位置付けられる。従って、内皮細胞の保護、再生は血管病の有効な治療ターゲットとして考えられ
る。このような見地から、近年欧米では VEGF や bFGF などの増殖因子を用いた血管内皮細胞再生療法が試みられ
ているが、 HGF (肝細胞増殖因子)にも同様の血管内皮細胞増殖作用があり、同様の治療効果が期待されている。中
神君は血管内皮細胞における HGF の増殖作用と細胞死抑制作用に関して細胞内情報伝達系の解析を行い、他の増殖
因子と同様の作用を有することを明らかにした。ヒト大動脈由来の血管内皮細胞にヒトリコンビナント HGF を添加
することにより、細胞増殖の重要な経路である Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) や STAT3 が活性化さ
れ、細胞内へのチミジンの取り込みが充進し癌遺伝子のひとつである c-fos の転写活性も上昇した。特異的な阻害薬
を用いた検討から HGF のこれらの細胞増殖作用には MAPK の活性化が重要な役割を担うことが示された。一方で、
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) の下流のキナーゼであるAkt (Protein kinase B) も同時に HGF により活性化
されることが示されたが、この結果から HGF が本研究で示された細胞死抑制作用だけでなく、細胞の遊走能の充進
や内皮型一酸化窒素合成酵素 (eNOS) の活性化ももたらすことが推察され、近年行なわれている増殖因子による血
管新生作用においても重要な経路と考えられる。本研究は、血管内皮細胞における HGF の作用を裏付けるものであ
り、新しい治療法の根拠となるものである。本論文は、 21 世紀の新しい治療戦略につながる重要な結果を提示してお
り、学位の授与に値すると考えられる。
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